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RESUMEN:  
 
A partir de bacterias provenientes de muestras de algunos ecosistemas del departamento 
del Atlántico, (i) se diseñaron protocolos de aislamiento, crecimiento y medios de cultivo, 
específicos para las bacterias del ecosistema del caribe Colombiano de los cuales se 
obtuvo un total de 49 aislamientos bacterianos seleccionados a partir de particularidades 
interesantes de crecimiento (morfología similar a actinobacterias en placa, formación de 
halos, pigmentos y micelio); (ii) se realizó un cribado y se seleccionaron 9 aislamientos 
cuyos extractos presentaron actividad biológica contra la cepa Mycobacterium bovis BCG 
(similitud del 99% con la secuencia genómica de Mycobacterium tuberculosis) mediante un 
ensayo preliminar de crecimiento en placa. Además los extractos se probaron en placas 
de microdilución, de los cuales tres mostraron inhibición contra las cepas Staphylococcus 
aureus y cuatro contra Escherichia coli; y (iii) se identificó la taxonomía por análisis 
molecular, de las bacterias con actividad anti-micobacterial. Este proyecto siembra un 
precedente en nuestra comunidad científica en cuanto a protocolos de aislamiento, 
crecimiento e identificación de nuestros recursos microbiológicos con un alto potencial de 
bioprospección para la obtención de compuestos/moléculas con actividad anti microbiana. 
 
Palabras clave: Actividad anti-micobacteriana, actividad antibacterial, Mycobacterium 
bovis BCG, bioprospección, identificación molecular. 
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Abstract 
 
From the Colombian Caribbean was isolated 49 different bacterial groups which showed 
biological activity against Mycobacterium bovis BCG (99% similarity to Mycobacterium 
tuberculosis). From these groups were selected the bacterial extracts which showed the 
highest activity.  The 16S rRNA gene sequencing for bacterial identification for isolates 
found species of Bacillus cereus, Nocardiopsis alba and Streptomyces sampsonii.  In 
parallel, it was tested the antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 
and Escherichia coli ATCC 25922 using the 96 well plate method.  In addition, it was 
designed specific protocols for the bacterial isolation, growth and culture media process in 
order to optimise its growth under laboratory conditions. 
 
Keywords: Anti-mycobacterial activity, antibacterial activity, Mycobacterium bovis BCG, 
bioprospecting, molecular identification. 
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INTRODUCCIÓN  
Colombia, seguida de Brasil, lidera la lista del denominado grupo de países con mayor 
diversidad del planeta Tierra, el cual alberga los mayores porcentajes de biodiversidad del 
mundo. Colombia ocupa solo el 1% de la superficie terrestre, pero acoge el 10% de la 
biodiversidad total del planeta 1,2. Pese a la riqueza ecológica y biológica, es apenas 
reciente el interés por la información que se puede adquirir acerca de los microorganismos 
en los diferentes ecosistemas del país, como las bacterias, que son los organismos más 
abundantes del planeta. A pesar de ello son menores los registros que se tienen de 
bacterias, en comparación con otros organismos de los ecosistemas colombianos 3. La 
región Caribe no se encuentra exenta de esta situación, donde se lleva un registro 
únicamente de zonas costeras y marinas, en la Colección de Bacterias del Museo de 
Historia Natural Marina de Colombia “Makuriwa”  – INVEMAR 4. Por otro lado, el Sistema 
de Información sobre Biodiversidad Marina (SiBM), facilita información acerca de bacterias 
marinas asociadas a degradación de Contaminantes Orgánicos Persistentes, del que solo 
se provee información de las características macroscópicas y microscópicas sin ser 
identificadas aún. Vale recalcar que en el listado de cepas del SiBM, no aparecen registros 
del Atlántico, a pesar de ser un departamento que limita con el mar Caribe 5. Por 
consiguiente, sigue siendo escasa la información de las bacterias del departamento del 
Atlántico, su bioprospección o generación de moléculas de interés científico como los 
antibióticos, producidos por estos microorganismos. 
Como lo describió Selman Waksman en 1941, los antibióticos son moléculas pequeñas 
provenientes de bacterias u hongos, capaces de matar o inhibir el crecimiento de otros 
microorganismos. Estos han marcado un precedente importante en nuestra historia en el 
tratamiento de enfermedades, con el desarrollo de antibióticos como la penicilina, 
estreptomicina, cloranfenicol y la tetraciclina (Tabla 1) entre los años 1945 a 1955, dando 
inicio a lo que se conoce como la edad dorada de los antibióticos 6. Sin embargo, 
actualmente la resistencia acelerada a los antibióticos por parte de patógenos humanos, 
sea por uso inadecuado o fácil acceso a estos, ha causado que los tratamientos contra 
este tipo de enfermedades sean ineficientes. Esta situación lleva a la búsqueda constante 
de moléculas con actividad antimicrobiana 7,8. 
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Miles de moléculas con actividad antibacteriana han sido descubiertas, pero menos del 2% 
han podido ser utilizadas para tratar enfermedades, principalmente por la alta toxicidad o 
por la poca capacidad de absorción que presentan 9. Las bacterias constituyen en gran 
porcentaje a los metabolitos descubiertos contra microorganismos patógenos 10. Estas se 
encuentra distribuidas en la mayoría de hábitats conocidos, incluidos hábitats extremos, y 
generalmente su producción se asocia con la alta actividad de degradación de material 
orgánico o moléculas recalcitrantes 11-13. Las actinobacterias especialmente, son la mayor 
fuente de productos naturales de uso clínico (más de la mitad de especies conocidas son 
capaces de generar metabolitos biológicamente activos), sin embargo se estima que 
menos de un tercio de estos metabolitos ha sido descubierto 14; lo que les otorga 
importancia farmacológica debido al creciente problema de la resistencia antibiótica de 
patógenos que cada vez se hacen más difíciles de controlar 15.  
 
Hace aproximadamente 40 años, dada la amplia disponibilidad de antibióticos, parecía 
impensable no tratar de manera efectiva las infecciones bacterianas. Sin embargo la 
aparición de las bacterias resistentes, y la cada vez más complicada lucha contra 
infecciones causadas por estas bacterias, dan cabida a la búsqueda y generación de 
nuevos medicamentos para tratamientos que se hacen cada vez menos eficientes 16. Las 
bacterias han evolucionado de manera tal que han desarrollado diferentes mecanismos de 
resistencia para sobrevivir. Estos mecanismos incluyen la síntesis de proteínas capaces de 
hidrolizar antibióticos específicos, al igual que la síntesis de péptidos y mutaciones en 
regiones específicas de su genoma, que reducen la afinidad de ciertos antibióticos o la 
ocurrencia de metilaciones, acetilaciones o fosforilaciones que modifican o interfieren en 
los sitios de unión de proteínas o uniones con el ribosoma 17.  
La tuberculosis (TB) ha adquirido aun mayor importancia en la salud mundial, no solo por 
causar la muerte de más de 1 millón de personas al año, sino también por la creciente 
aparición de casos de cepas resistentes a los antibióticos utilizados para tratar la 
enfermedad 18-20. La TB es una enfermedad infecto-contagiosa causada por la bacteria 
Mycobacterium tuberculosis que generalmente afecta los pulmones y se trasmite de 
persona a persona a través del aire por estornudos, tos o esputo. Se calcula que un tercio 
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de la población padece de la infección en fase latente pero solo un 3% desarrollará la 
enfermedad en algún momento de su vida. Para el año 2016 fueron reportados más de 
10.4 millones de casos de TB, es decir que cerca de 29 mil personas son diagnosticadas 
cada día. La TB es la principal causa de muerte por enfermedad infecciosa en el mundo, 
con más de 1.8 millones de muertes por año y casi 5 mil muertes por día. En América 
Latina se presentaron 270 mil casos de TB, causando 23 mil muertes. En Colombia se 
registraron más de 13 mil casos, de los cuales el departamento del Atlántico registró 300 
casos para el año 2016.  
Los regímenes actuales de tratamientos contra TB se basan en el manejo de 
medicamentos que han sido utilizados por casi 50 años, razón por la cual la resistencia a 
los antibióticos se ha convertido en un problema grave en pacientes con TB. La 
Tuberculosis Multiresistente (TB-MDR) se genera cuando una cepa de TB presenta 
resistencia a los dos fármacos de primera línea más importantes (Isoniazida y Rifampicina). 
Cuando se hace resistente a alguna de las fluoroquinolonas y a por lo menos uno de los 
fármacos inyectables de segunda línea (capreomicina, amikacina o kanamicina) se 
denomina Tuberculosis Extensivamente Resistente (TB-XDR). Esta situación conlleva a 
elevar los costos de tratamiento y mantenimiento de los pacientes, e incrementa la 
posibilidad de efectos secundarios 21.   
Teniendo en cuenta que la estreptomicina, extraída de la bacteria Streptomyces griseus, 
fue el primer fármaco usado con éxito para el tratamiento de la tuberculosis, y que las 
actinobacterias han sido a lo largo de la historia una fuente importante de medicamentos 
(de las cuales se han obtenido más de 10000 metabolitos bioactivos), se puede asegurar 
que la megadiversidad biológica de Colombia, incluyendo al departamento del Atlántico, 
representa una importante área de estudio en la búsqueda de compuestos anti-TB y 
antibióticos de origen bacteriano.  
Esta investigación plantea por primera vez el estudio de la diversidad  y el potencial de las 
bacterias presentes en algunos ecosistemas del departamento del Atlántico; como 
antecedente para la bioprospección en búsqueda de metabolitos biológicamente activos y 
su posible uso farmacológico, en especial la búsqueda de metabolitos que actúen contra la 
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TB. Se busca un registro preliminar de bacterias que muestren actividad biológica de 
interés para luego estudiar su efecto contra los microorganismos antagonistas 
Mycobacterium bovis BCG, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las bacterias que 
muestran mejor actividad biológica son descritas fenotípicamente y algunas identificadas 
molecularmente mediante extracción de ADN, PCR y análisis de secuencia en bases de 
datos. 
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1. MARCO CONCEPTUAL 
1.1.  Biodiversidad en Colombia. 
Colombia es el segundo país con mayor biodiversidad en el planeta tierra. Es el primero 
en aves y orquídeas. El segundo en plantas, anfibios, mariposas y peces dulceacuícolas. 
Tercero en palmas, reptiles, y cuarto en mamíferos. Se tienen registros de 11269 
invertebrados, 292 algas, 1242 líquenes, 1758 hongos y se calcula un total de más de 
51300 especies registradas 1,2. Cifras que demuestran el gran valor y el potencial de los 
ecosistemas presentes en el país. 
Los estudios de diversidad en Colombia, en su mayoría están direccionados a determinar 
organismos macro, conservación ecológica o mitigación del impacto antrópico en 
ecosistemas locales. Aun sabiendo que las especies más abundantes del planeta son los 
microorganismos, de las cuales se calcula que se pueden hallar millones de bacterias en 
un gramo de suelo, los registros nacionales de especies no van a favor de esta estimación 
22. Por el contrario, las investigaciones están más relacionadas a la descripción de 
infecciones causadas por bacterias, búsqueda de metabolitos en plantas u organismos 
marinos 23,24. 
 
A pesar de la diversidad de ecosistemas en Colombia, el Sistema de Información de 
Ambiental Marina (SiAM) por la naturaleza de dicha institución, lleva exclusivamente 
registros de bacterias asociadas a entornos costeros y marinos del país. Estos registros 
son presentados en la base del sistema de acopio y organización de información del SiAM 
- INVEMAR 4,25.  
En general es poca la información acerca de investigaciones nacionales sobre el registro 
de microorganismos, aprovechamiento y su uso. Esto sugiere un gran espacio para la 
investigación, en cuanto a la búsqueda de microorganismos como las bacterias, su 
biodiversidad y potencial en bioprospección, específicamente en la búsqueda de 
metabolitos de interés farmacológico, en los diversos ecosistemas del departamento del 
Atlántico y del país. 
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1.1.1. Biodiversidad y bioprospección de bacterias en el caribe y el 
departamento del Atlántico. 
Entre los años de 1990 y 2011, se llevó a cabo un análisis en estudios referentes a la 
biodiversidad colombiana en 849 revistas, incluidos 5.264 estudios y 72 simposios y 
conferencias. Este análisis incluye información acerca de taxonomías y filos de Animales 
(3947 estudios), Plantas (810), Hongos (115), entre otros, y se incluía información del 
estudio de solo 32 bacterias. Dicho análisis refleja que en más de 20 años, fueron 
relativamente pocos los reportes e información de estos organismos en el entorno  
nacional 26. 
Las investigaciones de la biodiversidad de la Región Caribe, mantienen una tendencia 
similar en cuanto a publicaciones científicas. Entre los años de 1990 a 2017, la revisión 
sistemática de 470 documentos publicados, indica que los organismos más estudiados en 
la Región Caribe fueron los Animales (66%), seguido de Plantas (27%) y Microorganismos 
(7%), con la diferencia de que plantas, insectos, mamíferos y hongos se estudian 
principalmente en Bosques Seco Tropical, mientras que las bacterias se estudian 
principalmente en manglares, humedales o ambientes marinos y costeros. De igual forma, 
los microorganismos como las bacterias, siguen siendo muy poco estudiados en los 
Ecosistemas de esta región 27. 
El Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras (INVEMAR) ubicado en la región 
Caribe, exactamente en la ciudad de Santa Marta en el departamento del Magdalena, 
cuenta con una colección de bacterias desde el año 2006. Este cepario fue obtenido de 
sedimentos colectados en áreas costeras de la región Caribe y el Pacifico Colombiano, 
con la finalidad de encontrar cepas con actividad de biodegradación de compuestos 
Contaminantes Orgánicos Persistentes. En la actualidad se encuentra conformado por un 
total de 423 registros biológicos correspondientes a filos de Actinobacteria, Firmicutes y 
Proteobacterias, también incluye aislamientos identificados hasta reino Bacterias 4. Este 
instituto también adelanta investigaciones a otras aplicaciones en bioprospección con 
bacterias, pero su sistema de información no lleva un registro documentado veraz de los 
microorganismos de los ecosistemas marinos o costeros del país 25. Aunque haya 
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investigaciones que abarcan territorio marino y costero del departamento del Atlántico, son 
escasos los registros y bioprospección de bacterias en ecosistemas diferentes a estos 
ecosistemas. 
1.1.2.  Bosque seco Tropical. 
 
El bosque seco tropical (BsT) se define como aquella formación vegetal que presenta una 
cobertura boscosa continua y que se distribuye entre los 0-1000 m de altitud con una 
temperatura superior a 24°C (piso térmico cálido) y precipitaciones entre los 700 y 2000 
mm anuales con uno o dos periodos de sequía al año 28, clima característico del caribe 
colombiano. 
 
Se estima que quedan un poco más de un millón de kilómetros cuadrados de BsT en el 
mundo y aproximadamente el 97% del BsT está amenazado por factores antropogénicos 
como la fragmentación, la expansión agrícola, la ganadería, las quemas y la minería 29. 
 
En la actualidad cerca del 95% de los BsT que se distribuían en Colombia se han 
dedicado a áreas para ganadería, agricultura y fincas de recreo 30, y sus remanentes 
dispersos se localizan en pequeños parches desconectados entre sí, en la zona costera y 
serranías bajas de la región Caribe, en los valles interandinos y en las islas de San Andrés 
y Providencia 31. 
Este ecosistema amenazado ha perdido la mayor parte de su distribución original en el 
territorio nacional, sumado a una escasa representatividad en el sistema de áreas 
protegidas y por un bajo interés por parte de la comunidad científica, que ha enfocado 
tradicionalmente sus investigaciones en otros ecosistemas como selvas húmedas y 
páramos. Esta situación crea la necesidad imperiosa de aumentar las actividades de 
preservación y restauración en las porciones remanentes de bosque seco, pero con una 
base de información científica, que en muchos casos es escasa o prácticamente nula 32. 
  
Es entendido que bacterias de suelo, producen metabolitos que se pueden utilizar para 
combatir enfermedades en humanos y plantas, pero se sabe poco acerca de cómo las 
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bacterias afectan a comunidades y ecosistemas, donde la diversidad de especies 
vegetales, la competencia y las presiones por competencia son altas. Se cree que esta 
competencia, incita a los microorganismos a atacar a sus competidores. Esta situación 
plantea que la actividad de bacterias disminuye las poblaciones de patógenos de las 
plantas, lo puede resultar en el desarrollo de moléculas que puedan inhibir 
microorganismos causantes de enfermedades en humanos 33,34.  
 
1.1.3. Ciénaga del Totumo.  
La Ciénaga del Totumo es considerada un ecosistema compartido entre el municipio de 
Piojó en el departamento del Atlántico, y Santa Catalina en Bolívar entre los 10°45´ y 10° 
41´N y 75°15´y 75°12´ W. Esta comprende un área de 1361,06 ha y es un cuerpo lagunar 
marino pero también se retroalimenta de arroyos generados por las colinas y cerros 
cercanos, y su profundidad va desde 0,7 m hasta 1,20 m 35.  
Estuvo conectada al mar caribe, pero el cierre de unas compuestas dispuestas solo 
permite liberar el exceso de agua de la ciénaga, más no permite lo inverso. Recibe aportes 
de la Serranía de Piojó en época de lluvia, manteniendo su salinidad en cero. En época 
seca la salinidad puede aumentar hasta 15 UPS por la vaporización. Su temperatura varía 
entre 25 y 31°C y la alcalinidad no supera los 100 mg de L-1 36.  
A pesar de ser un ecosistema convergente con grupos humanos, asociados a actividades 
de pesca, actividades deportivas, turísticas e industrial 37, la información que se encuentra 
acerca de la riqueza ecosistémica de este cuerpo de agua está en su mayoría 
direccionada a actividades de piscicultura 38,39.  
 
1.1.4.  Artrópodos. 
Los artrópodos son un conjunto de invertebrados con exoesqueleto, formado por cutículas, 
cuyo cuerpo se encuentra segmentado. Es el filo de Animales con mayor número de 
individuos, y al que pertenecen las clases Insectos, Miriapodos, Arácnidos y Crustáceos 40. 
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Los insectos por características tienen 3 pares de patas y antenas, los miriapodos por 
tener antenas y numerosos pares de patas, los arácnidos carecen de antena y tienen 
cuatro pares de patas cuyo primer par tiende a tener alguna glándula venenosa y los 
crustáceos se caracterizan por tener antenas, la mayoría viven en el agua y tener cinco 
pares de patas de las cuales una de estas se puede transformar en pinza 41. 
Entre los insectos se encuentras por ejemplo los mosquitos, cucarachas, mariposas, 
avispas, abejas, hormigas, termitas, etc. Entre los miriapodos están los ciempiés y milpiés. 
Entre los arácnidos todas las arañas y entre los crustáceos, camarones, cangrejos, 
langostinos, etc 40. 
La diversidad y éxito evolutivo de algunos artrópodos ha dependido en parte de su 
capacidad de relacionarse con microorganismos beneficiosos. Los hallazgos de simbiosis, 
muestran notables comportamientos entre comunidades intestinales microbianas e 
insectos, en el que las bacterias pueden proporcionar una gran variedad de beneficios, 
como el de mejorar la nutrición mejorando sus dietas pobres en nutrientes, ayudando en la 
digestión de componentes alimenticios recalcitrantes y protección contra parásitos u otros 
patógenos42,43. 
 
1.2.  Bacterias productoras de metabolitos de interés farmacológico. 
 
1.2.1. Actinobacterias.  
Las actinobacterias o actinomicetos son un filo y clase perteneciente al dominio Bacteria. 
Son gram positivas y particularmente han sido fuente importante para el desarrollo de 
antibióticos, como la estreptomicina, actinomicina, vancomicina, eritromicina, entre otros 
(Tabla 1) 44,45.  
Estos organismos son ubicuos y se distribuyen ampliamente en hábitats acuáticos y 
terrestres, incluidos hábitats extremos, como sedimentos de aguas profundas o suelos 
desérticos hiperáridos. Además son comunes en el suelo, en funciones de degradación de 
materia orgánica y moléculas recalcitrantes orgánicas 11-13. Estos microorganismos 
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aportan en gran medida al porcentaje en la producción de metabolitos conocidos contra 
bacterias patógenas 10. Lo que resalta la importancia farmacológica de estos y más con el 
creciente problema de la multi-resistencia antibiótica de patógenos que cada vez se hacen 
más difíciles de controlar 15.  
Las actinobacterias abarcan 15 órdenes, 43 familias y 203 géneros. Los miembros del 
taxón muestran una notable gama de morfologías, que incluyen organismos que forman 
cocos (por ejemplo, Dermacoccus y Micrococcus), barras cortas (Mycobacterium y 
Tropheryma), varillas irregulares (Mycetocola), varillas y cocos (Arthrobacter y 
Brevibacterium), y micelios que se fragmentan en coccóides y elementos similares a 
vástagos (Nocardia y Oerskovia) 13.  
Otros muestran una diferenciación morfológica más extensa que van desde aquellos que 
producen hifas de sustrato extensamente ramificadas que transportan esporas 
(Micromonospora) o vesículas de esporas (Actinoplanes y Dactylosporangium) hasta las 
que forman filamentos o un micelio ramificado estable que lleva hifas aéreas que se 
diferencian en cadenas cortas o largas de esporas (Actinomadura y Streptomyces) o en 
vesículas de esporas (Planobispora y Streptosporanigium) 46.  
Entre los procariotas, las actinobacterias, particularmente las cepas del género 
Streptomyces, son la fuente más rica de productos naturales, especialmente antibióticos 
clínicamente útiles, agentes antitumorales, antifúngicos, antivirales, entre otras. Se estima 
que de las Streptomyces que representan el 45% de la población de actinobacterias, el 
80% de los metabolitos secundarios producidos son bioactivos, o sea cerca de 10000 del 
total de compuestos que se conocen hoy en día, son producidos por Streptomyces 
47-50
. A 
pesar de la increíble diversidad metabólica y del número total de productos naturales que 
pueden ser sintetizados por estos microorganismos, se estima que solo el 10% han podido 
ser descubiertos 14. 
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Tabla 1. Clasificación de los principales antibióticos producidos por actinobacterias, sitio 
de acción y estructura química10. 
CLASIFICACIÓN ANTIBIÓTICO ESTRUCTURA 
β-Lactámicos 
Cefoxitina. 
 
(Cefamicina semisintética). 
Inhibe síntesis de pared 
celular.  
Aminoglucósidos 
Estreptomicina. 
 
Inhibe síntesis de 
proteínas. Unión en la 
subunidad ribosomal 30S. 
 
Tetraciclinas  
Tetraciclina 
 
Inhibe síntesis de 
proteínas. Unión en la 
subunidad ribosomal 30S. 
 
Macrólidos  
Eritromicina 
 
 Inhibe síntesis de 
proteínas. Unión en la 
subunidad ribosomal 50S. 
 
Polienos  
Amfotericina B 
 
 Alteración de 
permeabilidad en la 
membrana. 
 
Glicopéptidos  
Vancomicina 
 
Inhibe síntesis de pared 
celular. 
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Rifamicinas  
Rifampicina 
 
Inhibición de síntesis de 
RNA. Unión a la RNA 
polimerasa. 
 
Fenicoles  
Cloranfenicol 
 
Inhibe síntesis de 
proteínas. Unión en la 
subunidad 50S.  
Azúcares  
Lincomicina 
 
Inhibe síntesis de Unión en 
la subunidad complejos 
proteínas. 50S. 
 
 
1.2.2.  Bacterias simbiontes de artrópodos. 
Las bacterias simbiontes se conocen como aquellas que mantienen una asociación física 
cercana con un organismo diferente de su especie. Estas son capaces de vivir dentro 
organismos superiores sin generar algún tipo de daño51. Se ha demostrado que algunos 
metabolitos secundarios de microorganismos simbiontes de insectos, tienen propiedades 
farmacéuticas o compuestos con características únicas. Lo que puede convertir a la 
interacción entre bacteria-huésped en una estrategia en la búsqueda de nuevos 
compuestos farmacológicamente útiles51.  
Puede que estas interacciones entre especies hayan surgido de manera evolutiva como 
mecanismos de adaptación o defensa, pues se ha demostrado que los insectos que 
actúan como hospederos, que por su alimentación están propensos a la infestaciones por 
patógenos, han desarrollado como respuesta a estas amenazas diferentes mecanismos 
de defensa en la que se incluye el uso de metabolitos secundarios bioactivos producidos 
por microorganismos mutualistas52. 
1.2.3.  Bacterias endófitas. 
Las bacterias endófitas son organismos que viven dentro de tejidos de plantas vivas sin 
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causar enfermedad o síntoma al hospedero 53. Se han reportado en plantas medicinales, 
maleza, ornamentales, frutales, entre otros. Los endófitos ingresan a la planta 
principalmente a través de las raíces, pero también por las hojas, flores o tallos y se 
pueden diseminar por el resto de la planta huésped 54.  
Es sabido que los endófitos son promotores de crecimiento y desarrollo de la planta, y 
aumentan la resistencia del huésped contra patógenos55,56. Además se han descubierto 
que los endófitos producen una amplia de metabolitos biológicamente activos, como 
antimicrobianos, anticancerígenos, antivirales, antioxidantes, entre otros57-60.  
Las bacterias de suelos han sido hasta ahora fuente importante de la mayoría de 
antibióticos. Nos obstante se sabe poco acerca de Bacterias Endófitas capaces de 
producir antibióticos además de otros productos naturales, y pueden ser una alternativa 
prometedora para la búsqueda de nuevos antibióticos. Ejemplo de ello es el 
descubrimiento de nuevos antibióticos como las ecomicinas, pseudomicinas, 
munumbicinas, kakadumicinas, producidos por bacterias endófitas61.  
La especie neotropical Piper marginatum, Piperaceae, se encuentra ampliamente 
distribuida en la región el Caribe colombiana y está presente en el Bosque Seco Tropical 
62,63
. Esta ha sido utilizada por culturas indígenas tradicionales por las propiedades 
medicinales de la planta. Análisis de la fitoquímica de la planta han demostrado 
interesante actividad antibacterial, antifúngica, antitumoral, hemostáticos, entre otros 64-66. 
Partiendo de dichas propiedades, las bacterias endófitas de esta planta, podrían ser una 
fuente importante en la búsqueda de moléculas de interés farmacológico. 
 
1.3. Tuberculosis. 
1.3.1.  ¿Qué es la tuberculosis? 
Las bacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis son la causantes de 
la TB. Las cepas que más representan este complejo son M. tuberculosis, M. bovis, M. 
caprae, M. africanum, M. microti, entre otras 67. Se calcula que alrededor de una tercera 
parte de la población humana tiene TB latente 68. La TB latente se define por la ausencia 
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de los síntomas clínicos característicos, pero conlleva el riesgo de la progresión y posterior 
manifestación de la enfermedad 69. Esta constituye un problema mundial de salud pública 
cuya situación es crítica en países desarrollados y en vía de desarrollo, debido 
principalmente a fallas en las medidas de control, seguimiento y tratamiento de esta 
enfermedad 70. La TB no es un flagelo reciente. Se tienen registros de esta enfermedad en 
tumbas de Egipto que datan de 1500 a 3000 AC 71-73 al igual que en momias en Perú de 
1000 a 1300 AC 74.  
 
M. tuberculosis es una bacteria patógena con forma de bacilo, aeróbica, de crecimiento 
lento, considerada Gram positiva, descubierta por Robert Koch en 1982 75. Tiene una 
cubierta inusual que cubre su superficie celular con alto contenido lipídico (ácido micólico 
principalmente) responsable de su alta resistencia a agentes químicos, siendo de utilidad 
para la tinción diagnóstica de Ziehl-Neelsen 76-79.  
 
Una vez introducida en los pulmones, M. tuberculosis es absorbida por macrófagos 
alveolares, incapaces de digerirla, debido a varios mecanismos mediados por proteínas, 
como el bloqueo del autoantígeno endosomal precoz 1 (EEA1), que evitan la fusión del 
fagosoma con el lisosoma cuyo interior contiene factores antibacterianos 80. Estos 
mecanismos permiten a la bacteria multiplicarse dentro del macrófago. El éxito de la 
patogenicidad de M. tuberculosis se le atribuye a su capacidad de persistir en los tejidos 
del huésped, donde los fármacos utilizados para combatirlo requieren una administración 
prolongada para lograr efectos de consideración, contrario a la intermitencia de los 
tratamientos contra TB que genera una latencia y un foco expectante de contagio 81. 
Algunos estudios en genética han ayudado a comprender funciones específicas en los 
genes de M. tuberculosis con respecto a los factores de virulencia y patogénesis, donde se 
ha descubierto que muchas proteínas secretadas e importadas son importantes en la 
patogénesis y que las cepas resistentes M. tuberculosis han desarrollado resistencia a 
muchos fármacos de TB debido a las mutaciones en sus genes 82.  
Para el tratamiento de TB se utilizan fármacos denominados de primera línea, en los que 
se incluyen isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA)83. 
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Una cepa de M. tuberculosis se vuelve multirresistente (TB-MDR) cuando es resistente a 
Isoniazida y Rifampicina, siendo estos dos últimos los antituberculosos más potentes entre 
los fármacos de primera línea. Esto se puede deber a la interrupción del tratamiento de TB 
que debe estar regido a mínimo 6 meses de tratamiento exhaustivo 19,84,85. El tratamiento 
para TB-MDR se vuelve cada vez más difícil, debido a lo costoso del tratamiento y la 
limitación del uso de los mismos que generalmente son difíciles de encontrar y sus efectos 
secundarios son más severos. También existen cepas con mayor nivel de resistencia 
como la TB extensivamente resistente (TB-XDR) que se presenta cuando la TB es 
resistente a la Isoniazida, Rifampina, a alguna de las fluoroquinolonas y a por lo menos 
uno de los medicamentos inyectables de segunda línea (Amikacina, Kanamicina o 
Capreomicina) 19,86. 
1.3.2. Epidemiología 
La TB es una pandemia global que constituye la principal causa de muerte en el mundo 
por enfermedad infecciosa, donde casi un tercio de la población mundial está infectada por 
el bacilo tuberculoso pero solo un porcentaje menor desarrollará la enfermedad 18. 
Alrededor de 10.4 millones de casos se reportan cada año por tuberculosis, y cada día 
más de 28 mil personas son diagnosticadas con la enfermedad. Por año causa 1.8 
millones de muertes y se estima que cada día mueren casi 5 mil personas a causa de la 
tuberculosis 18. Existe el 10% de riesgo de que personas infectadas con M. tuberculosis 
enfermen de TB a lo largo de su vida, a diferencia de personas inmunodeprimidas, 
fumadores, diabéticos y VIH positivos que tienen mayor riesgo de enfermar 87. La TB es 
una enfermedad cosmopolita que para el año 2015 presentó el mayor número de casos en 
Asia, seguida de África.  Se estimaron 1.2 millones de nuevos casos de TB/VIH 
correspondientes a casi tres cuartas partes de la Región del África, con una carga de 
incidencia que duplica el promedio mundial de 133 casos por cada 100000 habitantes, con 
281 casos. China, India e Indonesia registraron el mayor número de casos para Asia y el 
Pacífico Occidental 18,87. 
 
Para el año 2015 desarrollaron TB-MDR unas 480.000 personas a nivel mundial 87, debido 
a que las cepas de M. tuberculosis han desarrollado resistencia a fármacos de primera 
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línea, convirtiéndose en un riesgo aún más latente para la salud pública en el mundo 20,21. 
La TB-XDR aparece como una amenaza seria para para la salud pública, identificada en 6 
continentes y se asocia a resultados de tratamientos mal llevados de TB-MDR 20, 
llevándonos al uso racional de fármacos de primera y segunda línea, y a la búsqueda de 
nuevas opciones para combatir la TB.  
 
Los casos incidentes por TB varían en relación al tamaño de la población de un 
determinado país y su desarrollo. Las tasas más bajas predominan en países con altos 
ingresos, incluidos la mayoría de países de Europa Occidental, Australia, Nueva Zelanda, 
Canadá y Estados Unidos, donde la incidencia es menor de 10 casos por cada 100.000 
habitantes18.  En América la Organización Panamericana de Salud (OPS) y la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) estimaron que para el año 2015 se presentaron 
270 mil casos de TB, causando la muerte 23 mil personas cada año. Brasil, Perú, México y 
Haití representaron el 61% de casos de TB para América 88. En Colombia en el año 2016 
se registraron un total de 13.467 casos notificados de TB según el perfil de tuberculosis en 
Colombia de la OMS. El departamento del Atlántico ocupó el puesto 13, donde se 
registraron 300 casos el mismo año 89.  
1.3.3. Diagnóstico 
Generalmente la transmisión de TB se presenta vía aérea, y requiere de contacto 
prolongado con personas con la enfermedad. Además influyen otros factores como el nivel 
de afectación de una persona enferma, ya sea por la intensidad en la tos y esputo con alta 
cantidad de bacilos tuberculosos, o también por el grado y la duración de exposición frente 
a una persona infectada, ya que aumenta el riesgo de contraer la enfermedad 90,91.  
Los pacientes con TB presentan generalmente dificultad respiratoria, tos progresiva a 
veces con sangrado, pérdida de peso, fiebre, sudoración excesiva de noche, dolor en el 
tórax, fatiga y debilidad 87. La radiografía de tórax posterior-anterior se utiliza para 
determinar anomalías o lesiones en el tórax o pulmones, que pueden verse alterados en 
cuanto a forma, tamaño, densidad. La TB puede ser las causa de estas anomalías 
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radiográficas pero no permite un diagnóstico confirmado, por consiguiente se recurre a la 
técnica de intradermorreacción o Mantoux 92, o la técnica más moderna conocida como 
TB-Elispot o interferón gamma reléase assay (IGRA). 
La prueba de tuberculina PT es una prueba estándar para el diagnóstico de TB, que 
consiste en un extracto filtrado, concentrado y esterilizado del cultivo de bacilos 
tuberculosos o el antígeno PPD (derivado puro de proteínas de M. tuberculosis). Esta 
práctica se emplea por técnica de Mantoux, inyectando en la cara ventral del brazo 0.1 mL 
de PPD. Este contiene proteínas comunes de M. tuberculosis, la vacuna de M. bovis BCG 
(Bacillus Calmette-Guérin) y otras bacterias no tuberculosas, que confiere especificidad a 
la PT y una respuesta de hipersensibilidad mediada por linfocitos T a la persona infectada 
por M. tuberculosis. Pasadas 48-72 horas aparece una inflamación en la zona de la 
inyección y se debe medir en milímetros el diámetro transversal de la inflamación según el 
eje longitudinal del brazo. Si no existe inflamación sino únicamente enrojecimiento se 
interpreta como 0mm, y positiva sí es mayor a 5mm con inflamación. No se necesita 
repetir la PT si se cuenta con una prueba previa positiva. Generalmente no se observa PT 
positiva hasta pasados 6 meses de vida 93,94. Aunque la PT sigue siendo utilizada, 
presenta algunas limitaciones como baja sensibilidad en personas inmunocomprometidas 
pero mayormente por su reactividad cruzada con pacientes vacunados con BCG, 
provocando falsos negativos o interpretaciones subjetiva del resultado 94.  
Actualmente se han desarrollado técnicas de laboratorio para el diagnóstico de TB 
basadas en el interferón gama en sangre IGRA (interferon gamma release assay), una 
citokina primordial en el control de TB que es liberada al estímulo in vitro de células T 
sensibilizadas con antígenos específicos de M. tuberculosis. Se emplea el estímulo de 
linfocitos T de la región genética RD1: ESAT-6 (early secretory antigen target 6) y CFP-10 
(culture filtrate protein-10) y el antígeno de la región RD11:RV2654, presentes en el 
complejo M. tuberculosis pero ausente en BCG y la mayoría de micobacterias. Las IGRA 
presentan ventajas sobre PT por su objetividad, repetición factible, fácil estandarización y 
aplicabilidad pero resultan mucho más costosas 94-96. 
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En cuanto al diagnóstico por microbiología, se realiza una baciloscopía, que consiste en 
un frotis de esputo para determinar la presencia de AFB (Acid-fast bacillus) o Bacilos 
ácido-alcohol resistentes (BAAR). A pesar de ser una técnica rápida no es 100% 
específica ya que requiere alta cantidad de bacilos tuberculosos y algunas de las BAAR 
puede que no sean se M. tuberculosis, por lo tanto se requiere del cultivo selectivo para 
confirmar la presencia de TB 92. 
1.3.4. Tratamiento 
La TB se puede tratar si se administran de manera correcta y exhaustiva medicamentos 
aprobados por la FDA durante 6-9 meses, tales como, isoniazida INH, rifampicina RIF, 
etambutol EMB y pirazinamida PZA 83.  Además, se recurre a un método denominado 
esquema posológico para la TB durante una fase inicial de dos meses, seguida de una 
fase que continúa con la elección de distintas opciones de tratamiento que va desde los 4 
a 7 meses 86. (Tabla 2) 
 
Tabla 2. Esquema posológico de tratamiento contra Tuberculosis. 
Esquema posológico preferido 
 
Fase inicial: 
 
INH, RIF, PZA y EMB*: 5-6 dosis diarias (8 
semanas) 
Fase de continuación: 
 
INH y RIF: 126 dosis diarias (18 semanas) 
o INH y RIF: 36 dosis, dos veces a la semana (18 
semanas) 
 Esquema posológico alternativo: 
 
 
Fase inicial: 
 
INH, RIF, PZA y EMB*: 14 dosis diarias (2 
semanas), luego 12 dosis, dos veces a la 
semana (6 semanas) 
 
Fase de continuación: 
 
INH y RIF: 36 dosis, dos veces a la semana (18 
semanas) 
Esquema posológico alternativo: 
 
Fase inicial: 
 
INH, RIF, PZA y EMB*: 24 dosis, tres veces a la 
semana (8 semanas) 
Fase de continuación: 
 
INH y RIF: 54 dosis, tres veces a la semana (18 
semanas) 
 
*Se puede descontinuar el EMB si los estudios de sensibilidad a los medicamentos demuestran sensibilidad a los 
medicamentos de primera línea
86
. 
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Adicionalmente, se prosigue con una fase de continuación y finalización del tratamiento. 
Para la fase de continuación administrada en 7 meses solo se recomienda a pacientes con 
lesiones cavernosas pulmonares causadas por la TB donde cuyo cultivo en esputo es 
positivo a los 2 meses de haber terminado el tratamiento, pacientes cuya fase inicial del 
tratamiento no incluyó Pirazinamida y pacientes tratados con Isoniazida y Rifampicina una 
vez por semana cuyo cultivo por esputo sea positivo al terminar la fase inicial del 
tratamiento. La fase de finalización del tratamiento es determinada por la cantidad de dosis 
administradas durante un determinado periodo 86. 
 
Para el tratamiento de la TB-MDR de deben emplear un mínimo de cuatro principios 
potencialmente activos en las  que se deben incluir todas los medicamentos de primera 
línea, una fluoroquinolona, y un inyectable durante al menos 6 meses, pasando a fase de 
continuación (sin inyectable), manteniendo el tratamiento durante mínimo 18 meses hasta 
que se obtenga un aislamiento negativo en cultivo de TB 
1,97
. 
1.3.5. Tuberculosis resistente 
La resistencia de los medicamentos utilizados para tratar la tuberculosis se convirtió en un 
problema desde el inicio de la era de quimioterapias. Desde el inicio de los 90 la 
Tuberculosis Resistente a Múltiples Drogas o TB-MDR se ha presentado en todos los 
continentes del planeta tierra18,98.  
Las principales razones por las que la resistencia de la TB a múltiples medicamentos 
continúa, se debe a mala gestión de los tratamientos y por la facilidad de trasmisión. 
Además de la dificultad de algunos países en vía de desarrollo de suministrar de manera 
eficaz los medicamentos contra TB-MDR, por dificultades en la disponibilidad y por los 
efectos adversos que presentan los pacientes, razones que hacen susceptible a que 
aparezca la Tuberculosis Extensamente Resistente o TB-XDR. La OMS calcula que para 
el año 2016, aproximadamente casi medio millón de personas en el mundo desarrollaron 
TB-MDR. Además, también estimó que los países con mayor número de población como 
China, India y Rusia, presentan altos casos de TB-XDR19. 
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Se estima que de 480000 casos de TB-MDR, aproximadamente el 10% pasa a ser TB-
XDR, con resistencia adicional a alguno de los medicamentos de primera o segunda línea 
o totalmente resistentes a los medicamentos de ambas líneas, casos que recientemente 
han sido descritos como Tuberculosis Totalmente Resistente TB-TDR99.  
Aunque la TB es curable, siguen siendo alta la tasa de mortalidad de TB-MDR con 
alrededor del 40% y 60 % para TB-XDR 100. Razón que hace necesaria la confrontación de 
la Tuberculosis fármaco-resistente, previniendo la trasmisión o contribuyendo con 
herramientas y nuevos medicamentes contra una enfermedad cuya velocidad de 
resistencia contra la hace cada vez más difícil de combatir. 
1.4.  Antibióticos 
Las infecciones microbianas están descritas desde el antiguo Egipto, Grecia y China. Con 
el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 comenzó la era moderna 
de los antibióticos, que desde entonces han transformado la medicina y salvado millones 
de vidas101. Los antibióticos son compuestos antimicrobianos de origen natural, 
provenientes de bacterias u hongos cuya función es matar o inhibir el crecimiento de otros 
microorganismos. Aunque de los miles de antibióticos descubiertos, solo 
aproximadamente el 1% tiene aplicación en medicina, debido a su toxicidad o poca 
captación de los hospederos, sin embargo los antibióticos que se emplean en medicina 
han tenido un impacto importante en el tratamiento de enfermedades infecciosas9.  
 
En 1940, con la industrialización de la producción de la penicilina, se prescriben 
antibióticos por primera vez para el tratamiento de infecciones graves. La penicilina tuvo 
gran éxito en el control de infecciones bacterianas entre soldados de la Segunda Guerra 
Mundial, seguido de la rapidez y el éxito de los aislamientos y desarrollo de gran cantidad 
de agentes antimicrobianos, en los que se incluyen algunas de las principales clases de 
antibióticos en uso hasta hoy día (tetraciclinas, macrólidos, aminoglucósidos, 
cefalosporinas, cloranfenicol, glicopéptidos y rifamicinas) 102,103. 
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Los agentes antimicrobianos se clasifican por mecanismo de acción, espectro de acción, 
estructura molecular. Estos se dividen en agentes sintéticos, que se producen en un 
laboratorio, semisintéticos, obtenidos a partir de microorganismos para posterior 
modificación química y antibióticos, que son de origen netamente microbiológico 9,104. Los 
antimicrobianos varían significativamente respecto a su actividad contra bacterias debido a 
la naturaleza de estas, sea por la inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, 
o por inhibir el procesamiento de aminoácidos o azucares del medio externo, necesarios 
para la biosíntesis de membranas o paredes celulares (Tabla 3). Algunos actúan contra 
bacterias Gram positivas, otros contra Gram negativas o sobre ambas dependiendo de la 
sensibilidad o resistencia de la bacteria, de donde se deriva la extensión del espectro de 
un antibiótico que puede ser amplio o reducido 105.  
 
Tabla 3. Clasificación de los antibióticos y mecanismos de acción. 
Mecanismo de acción: Ejemplos: 
Inhibición de la síntesis de la pared celular 
Penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, 
bacitracina, oxacilina, nafcilina 
Daño a la membrana plasmática Polimixina, nistatina, anfotericina B 
Inhibición de la síntesis de proteínas 
Aminoglucósidos, cloranfenicol, eritromicina, 
tetraciclina 
Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos 
Rifamicina, actinomicina D, ácido nalidíxico, 
ciprofloxacina, norfloxacina 
Antimetabolitos Trimetoprim, sulfonamidas 
Inhibidores de betalactamasas Sulbactam, clavulanato, tazobactam 
Antifímicos 
Etambutol, pirazinamida, isoniazida, 
estreptomicina, rifampicina 
 
2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo general: 
Estudiar la diversidad y el potencial anti-micobacteriano y antibacterial de extractos de las 
bacterias de ecosistemas del departamento del Atlántico (Colombia).  
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2.2.  Objetivos específicos: 
 
 Aislar bacterias obtenidas de ecosistemas del departamento del Atlántico, con 
potencial antibacteriano, mediante el desarrollo de un medio de cultivo no 
convencional.  
 
 Desarrollar protocolos para el aislamiento y cultivo de bacterias de diferentes 
ecosistemas del departamento del Atlántico. 
 
 Evaluar la actividad anti-micobacteriana frente a la cepa Mycobacterium bovis BCG 
como un método cualitativo de pre-validacion contra cepas patógenas de 
Mycobacterium tuberculosis. 
 
 Evaluar la actividad anti-bacteriana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia 
coli, de los extractos que mostraron actividad anti-micobacterial por un método de 
pre-validación cuantitativo.  
 
 Conocer las características fenotípicas de los asilamientos obtenidos y la taxonomía 
molecular de algunas de las bacterias que presentaron actividad anti-
micobacteriana. 
 
 
3. METODOLOGÍA. 
 
3.1.  Recolección de muestras de diferentes ecosistemas:  
Se recolectaron muestras al azar en diferentes sitios en los que se incluyen muestras de 
suelo de Bosque Seco Tropical (BsT), sedimento de la Ciénaga del Totumo, interior de 
artrópodos del campus de la Universidad del Norte (Termitas, Ciempiés, Milpiés, 
Cucaracha común) y la raíz de la planta piperaceae Piper Marginatum colectada en el 
BsT, en el departamento del Atlántico colombiano. Las muestras se recolectaron, se 
trasladaron y se procesaron en el laboratorio en el menor tiempo posible. 
 
3.1.1.  Obtención de los aislamientos 
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Las muestras de suelo de Bosque Seco Tropical, al igual que la muestra de sedimento de 
la Ciénaga del Totumo fueron tomadas teniendo en cuenta el “Método estándar para la 
evaluación de la biodiversidad del suelo y las prácticas de uso de la tierra” 106, obteniendo 
una muestra compuesta, con aproximadamente 300g de suelo, colocados en una bolsa 
plástica estéril para inmediatamente ser transportadas y procesadas en el laboratorio. 
 
La muestra de suelo de BsT fue extraída de una porción de BsT perteneciente a la 
Universidad del Norte con ubicación en las coordenadas 11°01′05″N 74°51′04″O. La 
muestra de sedimento de la Ciénaga del Totumo, se extrajo en cercanías al Volcán de 
lodo que lleva el mismo nombre, en las coordenadas 10°44′40″N  75°14′29″O 107.  
 
La muestra de la raíz de la planta piperaceae Piper Marginatum, fue obtenida de la un 
porción de BsT presente en la Universidad del Norte y las muestras de los artrópodos, 
fueron obtenidas de artrópodos presentes en el campus universitario de la misma.  
 
Todas las muestras procesadas en el menor tiempo posible de la toma de origen, y fueron 
tratadas de manera independiente dentro de cabina de flujo laminar estéril, con lavado 
exterior previo a la obtención de la muestra inicial o muestra 0. 
 
3.2.  Medios de cultivo: 
A pesar del gran número de microorganismos que han sido identificados, descritos y 
analizados, el 90 % de ellos siguen siendo incultivables 108.  Para lograr aislar bacterias de 
crecimiento no convencional con especial interés en la producción de metabolitos de uso 
farmacológico, y sobre todo evitar los altos costos que implican la compra de medios de 
cultivos especializados, se acude la búsqueda bibliográfica o modificaciones de medios y 
métodos reportados, en los cuales se trata de remplazar los componentes de estos y 
simular las condiciones y disponibilidad de nutrientes 109,110. 
Este método de cultivo busca de manera sencilla y a bajo costo, encontrar cepas de 
interés xenobiótico, empleando elementos al alcance de un laboratorio convencional 
(Tabla 4). 
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3.3.  Purificación de aislamientos: 
Las colonias que presentaron características de interés particular en placa, fueron 
repicadas en medio BM (tabla 4), para garantizar la presencia única de la colonia a aislar. 
Pasado el tiempo necesario de incubación de cada aislamiento, se verificó la obtención de 
una única colonia, y su posterior repique a caldo nutritivo para mejor recuperación y mayor 
tiempo de conservación del cultivo. Los cultivos puros se preservaron mediante ultra-
congelación a -80°C, en caldo de peptona con glicerol al 50% como criopreservante. 
 
3.4.  Preparación de extractos:  
Se prepararon cultivos de 20mL de medio Caldo Nutritivo en tubos cónicos de 50mL, con 
inóculos de las bacterias de interés en condiciones favorables de crecimiento, de donde se 
obtuvieron los extractos acuosos de las bacterias. Estos se incubaron a 26 ± 2°C en 
agitación a 200 rpm (revoluciones por minuto), entre 5 y 10 días. Pasados los días ya es 
visible la modificación de la tonalidad del caldo de algunos inóculos, luego el medio 
fermentado se centrifugó a 4.000 rpm durante 10 minutos de manera fraccionada en tubos 
cónicos de 50 mL. El sobrenadante (extracto acuoso bruto) fue separado de la biomasa, 
en cabina de flujo laminar. El pellet fue descartado, obteniendo el extracto acuoso con los 
metabolitos bacterianos. 
 
3.5.  Actividad antimicrobiana:   
Los extractos brutos acuosos se evaluaron basados en un bioensayo tipo “Spot culture 
growth inhibition assay” (SPOTi), en el cual se realiza una mezcla, a una concentración de 
V/V de 1ml de extracto bacteriano / 10mL del medio agar Middlelbrook 7H10, 
apropiadamente suplementado con glicerol y ADNaCl (Albúmina, Dextrosa y Cloruro de 
Sodio), ideal para el crecimiento de Micobacterias. Se sirven 10mL en cajas de Petri de 
100mm y posterior a la solidificación del medio de cultivo, se realizó la siembra de M. bovis 
BCG. Cabe mencionar que la cepa de M. bovis BCG había sido repicada con anterioridad 
en medio líquido Middlebrook 7H9 suplementanto, a 37°C y agitación a 200 rpm, que se 
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encontraba en fase log (8 días de crecimiento).  
Se realiza una dilución típica de la cepa hasta 103, y de esta se agregan 10 µL del inóculo 
en tres partes diferentes de la superficie del agar en placa de Petri (Figura 9). De igual 
manera se mantuvo una placa control solo con el medio 7H10 suplementado, y una placa 
control positivo, con los mismos volúmenes de medio de cultivo en la placa, la misma 
cantidad y forma se siembra de la cepa M. bovis BCG. Este ensayo se hizo por duplicado. 
 
Para probar la inhibición de los extractos acuosos contra las cepas E. coli y S. aureus, se 
acudió al método por dilución en placas de 96 pozos y lectura de Densidad Óptica (DO) 
por longitud de onda a 660nm en lector de microplacas en intervalos de tiempo de 2 horas 
(0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 h) en lector de placas multipozos BMG Labtech, 
FLUOstar Omega.  
Teniendo en cuenta la capacidad de volumen de cada pozo (200µL), se realizaron 
ensayos por triplicado, en el que se tomaron 1000 µL de medio caldo nutritivo y se 
mezclaron con 100 µL del extracto acuoso para mantener una relación de 1/10, V/V. 
Luego, cada una de las mezclas, se inoculó con 1 µL de la cepa a evaluar, (E. coli o S. 
aureus) que habían sido crecidas con 24 horas de anterioridad en un volumen de 10 mL 
de caldo de cultivo nutritivo en tubos cónicos a 37°C con agitación a 200 rpm.  
Del mismo modo se mantuvo por triplicado, control negativo (medio sin inóculo), control de 
crecimiento (medio con inóculo de bacterias a evaluar) y controles positivos (medio con 
inóculo de la cepa en presencia de antibiótico Cloranfenicol a una concentración de 
10mg/mL), (Clinical and Laboratory Standard Institute – CLSI 111).  
Los porcentajes de crecimiento se midieron de acuerdo a la Ecuación A. Los extractos se 
consideraron activos si mostraban una inhibición del crecimiento del 50% de acuerdo a la 
Ecuación B 112.  
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3.6.  Identificación Molecular: 
 
3.6.1.  Aislamientos bacterianos y condiciones de cultivo:  
A partir de los aislamientos bacterianos purificados de las muestras obtenidas, cada 
aislamiento fue mantenido por crio-preservación en medio de peptona con glicerol al 50% 
a -80°C. 
Para las condiciones de cultivo de los aislamientos, se inocularon en tubos cónicos de 
capacidad de 50 mL, que contenían 10 mL de medio nutritivo, incubados a temperatura 
ambiente (26 ± 2°C aprox.), en agitación a 200 rpm, entre 5 y 10 días máximos, 
dependiendo de la cantidad de biomasa generada por cada aislamiento. 
3.6.2.  Extracción de ADN:  
La extracción se realizó con ayuda de un kit comercial DNA Land Scientific TM, siguiendo 
los pasos del protocolo, con el cual se extrajo y purificó el ADN de las células bacterianas. 
La calidad del ADN extraído fue verificada por espectrofotometría calculando la relación de 
las absorbancias a 260/280 nm (Nano Drop TM), para determinar la confirmación de la 
extracción y la calidad del ADN, previo a la amplificación por PCR. 
 
3.6.3. PCR:  
El ADN extraído se amplificó utilizando un kit comercial de PCR específico para la “Cepa 
de Interés Xenobiótico” la cual se siguieron las instrucciones del fabricante 113. Este 
método incluye tres etapas:  
 
a) amplificación del gen a partir de la muestra extraída. La amplificación del ADNr 16S 
se consigue en un termociclador, y como sustrato se utiliza normalmente ADN 
purificado a partir de un cultivo puro de la bacteria;  
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b) determinación de la secuencia de nucleótidos del amplicón, y  
c) análisis de la secuencia. 
 
3.6.4.  Análisis de secuencias:  
La secuencia de ADN obtenida se comparó con las bases de datos existentes de libre 
acceso como NCBI (National Center for Biotechnology Information) - BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool)114.  
 
3.6.5.  Características fenotípicas:  
La selección de los aislamientos se determinó por las características fenotípicas en placa 
de las siembras iniciales de cada una de las muestras. Para la colección se tuvo en cuenta 
las características morfológicas macroscópicas de crecimiento en placa, tales como 
textura, formación de micelio aéreo, producción de pigmento, tratando de no repetir 
colonias, verificando características distintivas de cada aislamiento tomado (Figura 1). 
 
4. Resultados. 
 
4.1.  Medio, condiciones de cultivo y extracción de bacterias del medio natural de 
ecosistemas del atlántico. 
El diseño del medio de cultivo, tiene como base filtrado líquido de compost de origen 
orgánico. Además tiene agar de repostería como agente solidificante, L-arginina, 
suplemento de dieta, que actúa como fuente de nitrógeno, almidón como fuente de 
carbono, extracto de levadura como enriquecedor de nutrientes, jarabe Wintomylon® que 
contiene 50 mg/mL de ácido nalidíxico que disminuye el crecimiento de bacterias gram 
negativas y jarabe Labinco® que contiene 33mg/mL de Nistatina, para disminuir la 
proliferación de hongos.  
El medio es sometido a condiciones convencionales de autoclave para su esterilización y 
al dejar en reposo, es suplementado en condiciones asépticas con macerado líquido en 
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agua estéril de pastillas de multivitamínico Centrum®. Cabe resaltar que todos los 
elementos empleados en la elaboración de este medio de cultivo, son de fácil acceso y 
manejo, evitando los altos costos que conlleva la compra de medios de cultivos selectivos 
o especializados. Este medio se denominó medio de cultivo BM “Bernal Martínez” (Tabla 
4) 115-118. 
Tabla 4. Medios utilizados 
Medio de cultivo Composición 
Agar BM 
L-arginina 1.0 g, almidón 1.0,  nistatina 3.0 mL, ácido nalidíxico 1.0 mL, 
vitamina Centrum® 1.0 g, agar 25.0 g, 1.0 g de extracto de levadura, en 1000 
mL de agua de humus (extraída de suelo de lombricompost) 
Caldo BM 
L-arginina 1.0 g, almidón 1.0 g,  nistatina 3.0 mL, ácido nalidíxico 1.0 mL, 
vitamina Centrum® 1.0 g, 1.0 g de extracto de levadura, en 1000 mL de agua 
de humus 
Agar nutritivo AN Medio nutritivo polvo 10.0 g, agar 25.0 g en 1.0 L de agua 
Caldo nutritivo CN Medio nutritivo polvo 10.0, g en 1.0 L de agua 
*pH entre 7 - 7,3. 
Se realizó la incubación de las muestras en el medio Agar BM a 26 ± 2°C durante 5-10 
días. Pasado el tiempo se observaron las cajas de Petri en busca de colonias con 
morfología interesante (similares a actinobacteria), que presentaron coloración o halos de 
inhibición. Se repicaron en medio Caldo BM fresco hasta asegurar la pureza del inóculo. 
4.2.  Extracción de bacterias de diferentes ecosistemas. 
4.2.1. Protocolo para extracción de bacterias de suelo y de sedimentos de 
ciénaga. 
Luego de la toma de las muestras, para la extracción de bacterias de suelo y sedimento, 
se estableció el siguiente protocolo: 
1- Bajo condiciones de asepsia en cabina de flujo laminar, se toman 10 gramos de 
suelo/sedimento y se disuelven en 90 mL de agua estéril en frasco Schott de 300 mL de 
capacidad previamente esterilizados, como primera dilución 101. Luego se toma 1 mL de 
la dilución inicial y se disuelven en 9 mL de agua estéril y así sucesivamente hasta llegar a 
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la dilución 103, en tubos cónicos estériles de 50 mL de capacidad, manteniendo los 
volúmenes equivalentes para las diluciones. 
2- Se toma 1mL de cada una de las 3 diluciones y se siembran por superficie en placas de 
Petri con 10mL del medio de cultivo Agar BM (Tabla 4). Estas serán esparcidas sobre la 
placa con ayuda de asa estéril por técnica de extensión. 
3- Las placas deben ser selladas entre la tapa y la placa con parafilm para evitar la rápida 
deshidratación del medio y ser mantenidas en condiciones aerobias de incubación a 26° ± 
2 C, entre 5 y 10 días. 
4- Pasado el tiempo de incubación, de cada una de las placas, se toman las colonias que 
presenten particularidades interesantes de crecimiento y se repican nuevamente en placas 
por técnica de agotamiento para tener la veracidad de una única colonia. 
5- Al tener la certeza de que cada aislamiento sea una única colonia, esta se repica con 
ayuda de aza estéril en tubos cónicos de 50 mL con 20 mL de medio Caldo BM a 26° ± 2 
C en agitación a 200 rpm por 10 días hasta notar una recuperación importante del 
aislamiento. 
6- Al obtener una cantidad de biomasa suficiente, se toman 0,5 mL del medio con células y 
se depositan el crio-viales con igual volumen de glicerol al 50% como agente crio-
preservante, y conservar por ultracongelación a -80°C. 
4.2.2.  Protocolo para extracción de bacterias de artrópodos. 
Los artrópodos fueron capturados en recipientes estériles para muestras bilógicas y 
mantenidos vivos hasta ser transportados al laboratorio. Previo al procesamiento para la 
extracción de bacterias, los artrópodos fueron sometidos a ultracongelación a -80°C 
durante 30 minutos para poder ser manipulados. La extracción se realizó estableciendo el 
siguiente protocolo: 
1- De manera individual y en condiciones de asepsia en cabina de flujo laminar, cada 
artrópodo debe ser lavado con ayuda de hipoclorito de sodio comercial al 5% durante 30 
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segundos sumergiendo el cuerpo completo del artrópodo, y enjuagar con agua destilada 
estéril. Este procedimiento se repite, y se enjuaga con suficiente agua para eliminar el 
exceso de hipoclorito. 
2- Lavar cada artrópodo con alcohol etílico al 75%, y sumergir en su totalidad el cuerpo del 
artrópodo durante 30 segundos, luego ser enjuagó con agua destilada. Este procedimiento 
se repite y se deja secar la muestra dentro de la cabina. 
3- Para verificar que el procedimiento de limpieza exterior de los artrópodos fue efectivo, 
se realiza un último enjuagado sobre la muestra con agua destilada estéril, que es 
recogida en placa de petri estéril, de la cual se toma 1mL que será sembrado por 
superficie en una placa con medio de cultivo nutritivo, con la cual se comprueba no haya 
crecimiento de colonias y así determinar que la desinfección fue efectiva.  
4- Se macera el artrópodo con mortero estéril y se le agrega 1mL de agua estéril debido a 
la viscosidad de la muestra, separando las partículas sólidas y obteniendo el contenido 
líquido como dilución inicial que se deposita en tubo eppendorf de 2,0 mL. Este líquido se 
almacena a 4°C. 
5- Se toma 0,1 mL de la dilución inicial y se disuelve en 0,9 mL de agua estéril y así 
sucesivamente hasta llegar a la dilución 103, en tubos eppendorf estériles de 2,0 mL de 
capacidad. 
6- Se toma 1 mL de cada una de las 3 diluciones y se siembran por superficie en placas 
de Petri con 10mL del medio de cultivo Agar BM (Tabla 4). Estas serán esparcidas sobre 
la placa con ayuda de asa estéril por técnica de extensión. 
7- Las placas deben ser selladas entre la tapa y la placa con parafilm para evitar la rápida 
deshidratación del medio y ser mantenidas en condiciones aerobias de incubación a 26° ± 
2 C, entre 5 y 10 días. 
8- Pasado el tiempo de incubación, de cada una de las placas, se toman las colonias que 
presenten particularidades interesantes de crecimiento y se repican nuevamente en placas 
por técnica de agotamiento para tener la veracidad de una única colonia. 
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9- Al tener la certeza de que cada aislamiento sea una única colonia, esta se repica con 
ayuda de aza estéril en tubos cónicos de 50 mL con 20mL de medio Caldo BM a 26° ± 2 C 
en agitación a 200 rpm por 10 días hasta notar una recuperación importante del 
aislamiento. 
10- Al obtener una cantidad de biomasa suficiente, se toman 0,5 mL del medio con células 
y se depositan el crio-viales con igual volumen de glicerol al 50% como agente crio-
conservante, y mantener por ultracongelación a -80°C. 
4.2.3.  Protocolo para extracción de bacterias endófitas de raíz.  
Para la obtención de las bacterias endófitas de raíz, se removió el exceso de tierra y otros 
elementos que pudieran interferir en la extracción, con abundante agua de grifo. Las 
muestras de bacterias endófitas fueron adquiridas mediante el siguiente procedimiento: 
1- Dentro de cabina laminar, se procede a lavar las raíces, sumergiéndolas en hipoclorito 
de sodio al 70% durante 30 segundos y se enjuaga con agua estéril. Este procedimiento 
se repite 2 veces. 
2- Se lava la raíz utilizando alcohol etílico al 70%, sumergiéndolas durante 30 segundos, 
este procedimiento se repite 2 veces. Luego la raíz se deja secar. 
3- Para verificar que el procedimiento de limpieza exterior de las raíces fue efectivo, se 
realiza un último enjuagado sobre la muestra con agua destilada estéril, que es recogida 
en placa de petri estéril, de la cual se toma 1mL que será sembrado por superficie en una 
placa con medio de cultivo nutritivo, con la cual se comprueba no haya crecimiento de 
colonias y así determinar que la desinfección fue efectiva.  
4- Se realizan cortes con tijeras o cuchilla estériles de las partes blandas de la raíz y se 
maceran agregando 1 mL de agua estéril como dilución inicial. Se separan los elementos 
solidos del macerado y se retira el contenido líquido, depositándolo el tubos eppendorf 
estériles. Esta muestra se almacena en tubos eppendorf de 2,0 mL a 4° C. 
5- Se toma 0,1 mL de la dilución inicial y se disuelve en 0,9 mL de agua estéril y así 
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sucesivamente hasta llegar a la dilución 103, en tubos eppendorf estériles de 2,0 mL de 
capacidad. 
6- Se toma 1 mL de cada una de las 3 diluciones y se siembran por superficie en placas 
de Petri con 10 mL del medio de cultivo Agar BM (Tabla 4). Estas serán esparcidas sobre 
la placa con ayuda de asa estéril por técnica de extensión. 
7- Las placas deben ser selladas entre la tapa y la placa con parafilm para evitar la rápida 
deshidratación del medio y ser mantenidas en condiciones aerobias de incubación a 26° ± 
2 C, entre 5 y 10 días. 
8- Pasado el tiempo de incubación, de cada una de las placas, se toman las colonias que 
presenten particularidades interesantes de crecimiento y se repican nuevamente en placas 
por técnica de agotamiento para tener la veracidad de una única colonia. 
9- Al tener la certeza de que cada aislamiento sea una única colonia, esta se repica con 
ayuda de aza estéril en tubos cónicos de 50 mL con 20 mL de medio Caldo BM a 26° ± 2 
C en agitación a 200 rpm por 10 días hasta notar una recuperación importante del 
aislamiento. 
10- Al obtener una cantidad de biomasa suficiente, se toman 0,5 mL del medio con células 
y se depositan el crio-viales con igual volumen de glicerol al 50% como agente crio-
conservante, y mantener por ultracongelación a -80°C. 
 
4.3.  Selección de bacterias para bioprospección por descripción fenotípica en 
placa. 
Por ser un medio de cultivo desarrollado para bacterias gram positivas, se asume 
crecimiento únicamente de bacterias con tal característica, corroborados por tinción de 
gram al azar de colonias en placa de las primeras muestras a procesar (resultados no 
mostrados), las cuales fueron todas gram positivas. La principal característica por la cual 
se seleccionaron las colonias, fue el parecido morfológico a colonias en placa de 
actinobacterias, ya que se conocen como potenciales productores de metabolitos de 
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interés en salud119. Esta selección tiene como énfasis particularidades específicas de 
crecimiento visibles en placa como lo son, colonias puntiformes sólidas secas, circulares, 
filamentosas, con micelio dentro del sustrato (medio solido), micelio aéreo (hifas), 
formación de esporas y la generación de pigmentos, que también fue un factor a tener en 
cuenta ya que se asocia a la determinación de nuevas especies120 (Figura 1).  
 
Figura 1. Colonias de bacterias aisladas de suelo de Bosque Seco Tropical. Las flechas 
indican las colonias con las características a tener en cuenta para ser seleccionadas, cuya 
morfología es similar a las actinobacterias. 
 
4.4. Almacenamiento y creación de biorepositorio de bacterias del departamento 
del Atlántico. (Tabla con aislamientos, código, origen, etc) 
La obtención de los aislamientos presumiblemente diferentes se realizó teniendo en 
cuenta las colonias de las tres diluciones de cada muestra sembrada en placa, y la 
selección y purificación de los aislamientos se llevó a cabo como se describe en los 
“Protocolos para extracción de bacterias” (Pag 33-36). A partir de la obtención pura de los 
aislamientos se elabora un biorepositorio de bacterias del departamento del Atlántico, 
obtenidas de diferentes ecosistemas. Este tiene como finalidad mantener un registro de 
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bacterias de esta zona del país, para respaldar futuras investigaciones científica. 
Figura 2. Aislamientos puros de bacterias extraídas de Bosque Seco Tropical en placas 
de medio de cultivo nutritivo, con su correspondiente código y particularidades 
morfológicas distintivas.  
AB1 AB2 AB3 AB4 
AB5 AB6 AB7 AB8 
AB9 AB10 AB11 AB12 
AB13 AB14 AB15 AB16 
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Figura 3. Aislamientos puros de bacterias simbiontes de Arthropoda: Chilopoda – 
Ciempiés en placas de medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente y 
particularidades morfológicas distintivas.  
 
 
Figura 4. Aislamientos puros de bacterias simbiontes de Arthropoda: Diplopoda – Milpiés 
en placas de medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente y particularidades 
morfológicas distintivas. 
SCO2 SCO4 
 
SCO5 
 
SCO8 
SCO9 SCO12 SCO13 SCO14 
MILP2 MILP3 
 
MILP5 
MILP9 
 
MILP10 
                                  41 
 
 
 
 
Figura 5. Aislamientos puros de bacterias simbiontes de Isóptera (Termitas) en placas de 
medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente y particularidades morfológicas 
distintivas. 
 
Figura 6. Aislamientos puros de bacterias simbiontes de Periplaneta americana (Linnaeus) 
“Cucaracha común” en placas de medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente 
y particularidades morfológicas distintivas. 
TERM1 TERM2 
 
TERM3 
TERM4 TERM5 
PAM2 PAM6 PAM8 PAM9 
PAM11 PAM13 PAM14 
                                  42 
 
 
 
Figura 7. Aislamientos puros de bacterias endófitas de raíz de la planta Piper marginatum 
(Jacq) en placas de medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente y 
particularidades morfológicas distintivas.  
 
 
Figura 8. Aislamiento puro de bacteria de sedimento de la Ciénaga del Totumo en placas 
de medio de cultivo nutritivo, con su código correspondiente y particularidad morfológica 
distintiva. 
 
Se obtuvo un total de 49 aislamientos que fueron repicados para obtener cultivos 
completamente puros y ser mantenidos por ultracongelación, dispuestos en el Laboratorio 
de Investigación de Química y Biología, en el departamento que lleva el mismo nombre de 
la Universidad del Norte. 
PMAR1 PMAR2 PMAR3 PMAR4 
PMAR5 PMAR6 PMAR7 
TOT 5 
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4.5.  Actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de bacterias del 
departamento del Atlántico.  
La actividad antibacterial se llevó a cabo utilizando cepas bacterianas que no implican un 
riesgo alto de manipulación y cuya facilidad de manejo les permite ser utilizadas como 
modelos experimentales que no pongan en riesgo la salud del investigador por ser 
tratadas en un laboratorio de investigación de nivel de II. 
Al tratarse de una vacuna, la cepa de M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) ha perdido 
su patogenicidad lo que disminuye el riesgo de manipulación. Pese a ello la similitud 
genética con la cepa virulenta M. tuberculosis es del 99,95%, lo que la hace un modelo 
adecuado para determinar ensayos in vitro de tuberculosis 121. 
Caso similar es el de utilizar las cepas de S. aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli 
(ATCC 25922). A pesar de que se trata de cepas que si no son manipuladas de manera 
adecuada, pueden generar alguna patología, son ampliamente utilizadas como modelos in 
vitro para ensayos biológicos contra bacterias por múltiples razones. Entre ellas la rapidez 
de crecimiento, bajo costo de mantenimiento, genética estable y por tratarse de especies 
ampliamente conocidas, entre otras 122,123.  
Este estudio utiliza estos modelos biológicos para establecer actividad antibacterial contra 
estas cepas. 
4.5.1.  Evaluación de la actividad anti-micobacteriana de los extractos frente a 
la cepa Mycobacterium bovis BCG como método cualitativo de pre-
validación contra cepas patógenas de Mycobacterium tuberculosis.  
Se evaluó la actividad anti-micobacteriana de los extractos frente a la cepa Mycobacterium 
bovis BCG, probando los extractos de los 49 aislamientos obtenidos, realizando un cribado 
con los mejores resultados, cuyo criterio de selección fue Inhibición Total (ausencia de 
colonias de M. bovis BCG) / Sin Inhibición (presencia de colonias de M. bovis BCG). 
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Figura 9. Dinámica del método de siembra en placa y determinación cualitativa de la 
actividad anti-micobacterial frente a la cepa M. bovis BCG. Se muestran en gris los tres 
puntos donde se siembran por superficie 10 µL de la dilución 103 de la cepa a ensayar en 
fase log.  
Figura 9 A. Medio de cultivo Middlebrook 7h10 suplementado y siembra por superficie de 
la cepa M. bovis BCG, como control positivo.  
Figura 9 B. Mezcla de extractos acuosos bacterianos con medio de cultivo Middlebrook 
7h10 suplementado y siembra por superficie de la cepa M. bovis BCG . 
 
4.5.1.1.  Resultados promisorios 
Tabla 5. Resultados de la inhibición generada por los extractos de origen bacteriano frente 
a cepa M. bovis BCG. Cribado y selección de los extractos resaltados de los mejores 
resultados. 
Código del 
extracto 
Origen del  
aislamiento 
Actividad anti-
micobacteriana 
AB1 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB2 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB3 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB4 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB5 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB6 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB7 Suelo de BsT Inhibición Total 
AB8 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB9 Suelo de BsT Inhibición Total 
AB10 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB12 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB13 Suelo de BsT Inhibición Total 
AB14 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB15 Suelo de BsT Sin inhibición 
AB16 Suelo de BsT Inhibición Total 
SCO1 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Sin inhibición 
SCO2 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Sin inhibición 
SCO4 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Inhibición Total 
SCO5 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Sin inhibición 
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SCO8 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Sin inhibición 
SCO9 Arthropoda: Chilopoda –Ciempiés Inhibición Total 
SCO12 Arthropoda: Chilopoda –Ciempiés Sin inhibición 
SCO13 Arthropoda: Chilopoda –Ciempiés Sin inhibición 
SCO14 Arthropoda: Chilopoda – Ciempiés Sin inhibición 
MILP2 Arthropoda: Diplopoda – Milpiés Sin inhibición 
MILP3 Arthropoda: Diplopoda – Milpiés Sin inhibición 
MILP5 Arthropoda: Diplopoda – Milpiés Sin inhibición 
MILP9 Arthropoda: Diplopoda – Milpiés Sin inhibición 
MILP10 Arthropoda: Diplopoda – Milpiés Sin inhibición 
TERM1 Isoptera (Termita) Sin inhibición 
TERM2 Isoptera (Termita) Sin inhibición 
TERM3 Isoptera (Termita) Sin inhibición 
TERM4 Isoptera (Termita) Sin inhibición 
TERM5 Isoptera (Termita) Sin inhibición 
PAM2 Periplaneta americana (Cucaracha) Sin inhibición 
PAM6 Periplaneta americana (Cucaracha) Inhibición Total 
PAM8 Periplaneta americana (Cucaracha) Sin inhibición 
PAM9 Periplaneta americana (Cucaracha) Sin inhibición 
PAM11 Periplaneta americana (Cucaracha) Inhibición Total 
PAM13 Periplaneta americana (Cucaracha) Sin inhibición 
PAM14 Periplaneta americana (Cucaracha) Sin inhibición 
PMAR1 Piperaceae Piper marginatum Sin inhibición 
PMAR2 Piperaceae Piper marginatum Sin inhibición 
PMAR3 Piperaceae Piper marginatum Sin inhibición 
PMAR4 Piperaceae Piper marginatum Sin inhibición 
PMAR5 Piperaceae Piper tuberculatum Sin inhibición 
PMAR6 Piperaceae Piper tuberculatum Sin inhibición 
PMAR7 Piperaceae Piper tuberculatum Sin inhibición 
TOT5 Sedimento Ciénaga del totumo Inhibición Total 
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Figura 10. Resultados de la inhibición total causada por la composición 1/10 de los 
extractos bacterianos AB7, AB9, AB13, AB16, SCO4, SCO9 PAM6, PAM11 y TOT5, con el 
medio de cultivo Middlebrook 7h10, sobre la cepa M. bovis BCG, basados en el método de 
siembra en placa y determinación cualitativa de la actividad anti-micobacterial (Figura 9). 
El control positivo corrobora el crecimiento normal de la micobacteria en placa mientras 
TERM3 es ejemplo de la inhibición negativa que presentaron el resto de extractos. 
 
4.5.2.  Evaluación de la actividad antibacteriana de los extractos frente a las 
cepas E. coli y S. aureus. (Gráficas de las actividades antibacterial). 
Los extractos de los 9 aislamientos que mostraron actividad anti-micobacterial contra M. 
bovis BCG (Tabla 5) fueron probados contra las cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 
25923) y Escherichia coli (ATCC 25922).  
La actividad antimicrobiana de los extractos de origen bacteriano se muestra en las 
Figuras 11 y 12. Los resultados de la actividad de los extractos indican la presencia de 
AB7 
PAM11 PAM6 
AB9 AB13 AB16 
SCO4 SCO9 
TOT5 
Control positivo TERM3 Inhibición (-)  
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metabolitos antimicrobianos que no permitieron el crecimiento de las cepas modelos. 
Específicamente los extractos AB7, AB9 y AB16 muestran inhibición del 100% para S. 
aureus (Figura 11). De igual manera los extractos AB7, AB9, AB16 y adicional PAM11, 
muestran inhibición del 100% para E. coli, mientras AB15 muestra inhibición del 50% 
(Figura 12). 
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Figura 11. Actividad antibacterial de los extractos bacterianos evaluados con ensayo de 
lectura en microplacas de 96 pozos, contra la cepa bacteriana S. aureus, en proporciones 
de 1/10; Volumen/Volumen. Los extractos AB7, AB9, AB16 (Figura 11B, 11C, 11E) 
demuestran actividad antibacterial del 100% contra S. aureus, mientras AB15 muestra 
inhibición del 50% (Figura 12D). 
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Figura 12. Actividad antibacterial de los extractos bacterianos evaluados con ensayo de 
lectura en microplacas de 96 pozos, contra la cepa bacteriana E. coli, en proporciones de 
1/10; Volumen/Volumen. Al igual que con S. aureus, los extractos AB7, AB9 y AB16 
(Figura 12B, 12C, 12E) muestran actividad antibacterial del 100% contra E. coli. El 
extracto y PAM11 (Figura 12G) también genera una inhibición del 100%. 
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4.5.2.1. Resultados promisorios. 
Teniendo en cuenta que se trata de un ensayo rápido para determinar la actividad 
antibacterial de metabolitos provenientes de otras bacterias y que para ello se establece 
utilizar la solución no concentrada en proporciones de 1/10 : Volumen del medio de cultivo 
acuoso en el que han crecido dichas bacterias / Volumen de medio de cultivo para 
crecimiento de las cepas a probar, se puede decir que los extractos AB7, AB9 y AB16 
demuestran una inhibición del 100% para S. aureus (Figura 11B, 11C, 11E), mientras 
AB15 muestra una inhibición 50% (Figura 11D). 
La actividad antibacteriana contra E. coli, al igual que contra S. aureus, muestra que los 
extractos AB7, AB9, AB16, inhiben el 100% de crecimiento (Figura 12B, 12C, 12E). Esta 
misma inhibición se obtiene con el extracto PAM11 (Figura 12G).  
Se resalta el hecho de que las concentraciones de los metabolitos deben estar 
relativamente bajas por las proporciones de volúmenes utilizadas, pero que este método 
genera de manera rápida resultados lo suficientemente veraces para asumir la presencia 
de metabolitos con actividad biológica sin haber acudido a una extracción química. 
 
4.6.  Taxonomía molecular de 3 bacterias que presentaron actividad 
antibacteriana. 
Para la identificación molecular, se eligieron los aislamientos PAM6, PAM11 y TOT5 bajo 
la premisa de haber presentado buena actividad biológica y provenir de orígenes en los 
que convencionalmente se dificulta o es poco común tomar muestras para la obtención de 
bacterias. Misma razón para tratar de encontrar alguna bacteria aun no reportada en las 
bases de datos de especies disponibles en la web. 
Luego de la obtención de ADN de los 9 aislamientos que presentaron mejor actividad 
antimicobacteriana, y la elección de los aislamientos a identificar PAM6, PAM11 y TOT5, 
las secuencias de 16s se amplificaron utilizando los primers 27f 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'  y  1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'.  
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La amplificación se llevó a cabo por parte del Instituto de Microbiología de la Praga, en la 
República Checa (Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences, Praha - Czech 
Republic). 
 Para la muestra PAM6 las secuencias obtenidas y analizadas fueron: 
>95DI84_11_27f 
CTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCG
GCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCACCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGA 
>95DI87_11_1492r 
CTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTC
GTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTG
ATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAA
CTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGT
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGC
AACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTC
TAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTA 
 
 Para la muestra PAM11 las secuencias obtenidas y analizadas fueron:  
>95DI82_13_27f 
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CACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGGTGGAAACGCCGTCTAAT
ACCGGATACGACCTTCCGCCTCATGGTGGAGGGTGGAAAGTTTTTTCGGTCAGGGAT
GGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATTACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGA
CGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTACCACCAACGCAGG
CTCCGGGTTCTCTCGGGGTTGACGGTAGGTGGGGAATAAGGACCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGCGTGTCCCGTCTGCTGTGAAAGACCGGGGCTTAACTCCGGTT
CTGCAGTGGATACGGGCATGCTAGAGGTAGG 
>95DI85_13_1492r 
TCACTCCCTCCCCGAAGGGTTAGGCCGCAAGTTTCGGGTGTTGCCGACTTTCATGAC
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTTGCTGATCC
GCGATTACTAGCGACTCCACCTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTG
AGACCGGCTTTAAGGGATTCGCTCCACCTTACGGTATCGCACGCCCATTGTACCGGC
CATTGTAGCATGTTTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCGTCCC
CACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCACCATTACGTGCTG
GCAACATGGAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTCACCCACCAACTAAATGACCCTGTATCTCT
ACAGGTCCACGGGTGATGTCAAACCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCGTCGAATTAAG
CAACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGC
GGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAACCGTGG
AAAGTCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGTAAGGCCCAGAGACCCGCCT
TCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAAATT 
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 Para la muestra TOT5 las secuencias obtenidas y analizadas fueron: 
>95DI81_18_27f 
TACCATGCAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATATGACTGTCCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGG
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAG
CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG
AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCG
ATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGCTAAAACTCAAGGAATTG
ACGGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTAATTCGACGCACGCGAAAACC 
 
>95DI86_18_1492r 
CTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTT
TCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATG
CTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATC
CGAACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCGCGGTATCGCAGCTCATTGTA
CCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTC
GTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTCCCGTGAGTCCCCAGCACCACA
AGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGG
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GCGCCTGTCTCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCAC
GGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCA
GAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACC
AGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGG
GGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGC
CCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG
TTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGG
TTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGGGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCC
ATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAG 
 
 
Tabla 6. Identificación de aislamientos bacterianos por homología de ADNr 16S. 
Aislamiento GenBank Mejor Hit Homología 
PAM6 MN093796.1 Bacillus cereus 100.00% 
PAM11 NC_018524.1 Nocardiopsis alba 100.00% 
TOT5 NR_112362.1 Streptomyces sampsonii 99.91% 
 
De la amplificación de un fragmento de ADNr 16S, por parte de los iniciadores universales 
(Primers) de cada uno de los aislamientos seleccionados, las secuencias consenso fueron 
depositadas en las bases de datos de GenBank, y mediante el análisis BLAST, se 
encontró alta homología con secuencias reportadas para Bacillus cereus, Nocardiopsis 
alba y Sterptomyces (sampsonii) (Tabla 6). 
 
 
5. Conclusiones y futuros estudios 
Se concluye qué, es posible la obtención de aislamientos bacterianos a partir de la 
preparación y optimización medios de cultivos alternativos, en busca de disminuir los 
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costos en investigación.  
Además de ello, al ser Colombia uno de los países más biodiversos del planeta, los 
microorganismos no dejan de ser una fuente importante en cuanto al aporte de riquezas 
biológicas, a la cual se deben direccionar investigaciones puesto que es escasa la 
información, registros y reportes de nuevas especies de bacterias específicamente, sobre 
todo en el territorio norte colombiano. 
Se han encontrado reportes de actividad antibacterial de amplio espectro de cepas 
silvestres gel género Bacillus, contra cepas patógenas implicadas en infecciones de difícil 
tratamiento por la resistencia a los antibióticos 124. Esto apoya la idea de buscar cepas en 
entornos locales que produzcan metabolitos de interés en encontrar nuevas moléculas de 
interés bioactivo. 
Históricamente, se sabe que las actinobacterias o actinomicetos, como las bacterias de 
género Nocardiopsis  y Streptomyces, están relacionadas con un gran número conocido 
de compuestos altamente activos, especialmente este último género mencionado50. Se 
resalta que el primer antibiótico utilizado para el tratamiento de la tuberculosis fue la 
Streptomicina, extraída de la actinobacteria Streptomyces griseus en 1946125. Al ser un filo 
y clase de bacterias altamente distribuido en el mundo, se asume que los ecosistemas del 
caribe colombiano, del cual poco se ha estudiado respecto a actinobacterias con potencial 
en la industria, alberguen cepas con potencial actibacteriano de mucho interés. 
Esta investigación brinda razones para determinar que las bacterias presentes en algunos 
ecosistemas del departamento del Atlántico colombiano, pueden ser una fuente importante 
en bioprospección, sobre todo una fuente de compuestos antimicrobianos tanto para 
combatir cepas tuberculosas como para otros patógenos.   
Del mismo modo, se resalta el desarrollo de un método rápido y sobre todo de bajo costo, 
para determinar la bioactividad de metabolitos bacterianos, ya que evita el gasto en 
primera medida de solventes orgánicos para realizar las extracción de compuestos. Este 
método demuestra una premisa de qué tan activo pueden ser los metabolitos. 
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Futuros estudios: Reporte de especies de bacterias del departamento. 
Para futuros estudios, aun es importante realizar el análisis para identificación molecular 
de 6 de los aislamientos que demostraron actividad importante contra M. bovis BCG, E. 
coli y S. aureus. 
Además, es importante resaltar que los 49 aislamientos obtenidos, cuya morfología es 
evidenciada en esta investigación, son una base referente de especies que pueden ser 
estudiadas más a fondo, puesto que se convierten en pilar de nuevos registros o quizás 
nuevas especies reportadas en el departamento del Atlántico colombiano 
 
Los extractos acuosos obtenidos de los aislamientos que demostraron mejor actividad 
antibacteriana, son preámbulo de metabolitos bioactivos importantes que deben ser 
extraídos y examinados para conocer su naturaleza química. Después de ello determinar 
las Concentraciones Mínimas de Inhibición (CMI) y la citotoxicidad.     
 
Esta investigación demuestra el potencial biotecnológico de las bacterias que hacen parte 
también de la biodiversidad de nuestro país, como fuente de productos farmacéuticos, 
buscando contrarrestar la cada vez más complicada resistencia a los antibióticos.  
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